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RESUMEN
La utilización de Biotecnologías de la reproducción empleando métodos de
inseminación con semen refrigerado en equinos ha ido evolucionando de manera
rápida y exitosa. El manejo y correcta manipulación del semental deberá asegurar el
bienestar del animal, una adecuada nutrición y suficiente ejercicio. En relación al
manejo de la muestra de semen se deberán tener en cuenta la adecuada limpieza e
higiene del pene para el momento específico de la colecta, uso de material estéril,
medios diluyentes con antibióticos específicos, y protocolos que busquen la mejora
significativa de la calidad y cantidad de las células. La inseminación artificial, la colecta
de semen y la Criopreservación son importantes para la reproducción animal debido al
gran aporte en cuanto a la preservación, conservación y distribución de material
genético de alto valor en diversas regiones del territorio nacional. El objetivo de la
presente investigación se basó en analizar el efecto de la centrifugación con un coloide
Equipure® comparando los efectos en la viabilidad de dos diluyentes comerciales
(BotuSpecial® y Kenney®) sobre la viabilidad de las células espermáticas colectadas
de cinco sementales Criollos Colombianos. Las muestras fueron analizadas utilizando a
técnica CASA®, las muestras fueron analizadas al momento de llegar al laboratorio y a
las 24 horas bajo un protocolo de refrigeración. En conclusión la centrifugación con
coloide y posterior dilución de las muestras utilizando un producto comercial
BotuSpecial® mostro los mejores porcentajes en la cinética de la célula espermática,
presentándose así como una opción comercial para el almacenamiento y transporte de
muestras de semen para ser distribuidas a todo el país y contribuir de esta manera a la
conservación y mejoramiento genético de la raza equina simbólica del país.
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ABSTRACT
Using Biotechnologies of reproduction that involve cooled semen insemination in horses
has evolved rapidly and successfully. Proper handling of the stallion should ensure
animal welfare, proper nutrition and enough exercise. In relation to the handling of the
semen sample one should take into account the proper cleaning and hygiene of the
penis on the specific time of collection, use of sterile material, thinners, media with
specific antibiotics, and protocols that seek significant improvement in quality and
number of cells. Artificial insemination, semen collection and cryopreservation are
important for animal breeding because of the great contribution in terms of preservation,
conservation and distribution of high-value genetic material in various regions of the
country. The aim of this research was based on analyzing the effect of centrifugation
with a colloid Equipure® comparing the effects on the viability of two commercial
extenders (BotuSpecial® and Kenney®) of the sperm cells collected from five stallion’s
criollo colombiano. The samples were analyzed using the CASA® technique; the
samples were analyzed at the time of arrival at the laboratory and 24 hours later under
a cooling state. In conclusion the centrifugation and subsequent delusion of samples
using a commercial product BotuSpecial® showed the best percentages in the kinetics
of the sperm cell, due to this results the treatment presents itself as a commercial option
for storage and transport of semen samples to be distributed throughout the country and
thereby contribute to the conservation and breeding of symbolic horse breeds in the
country.

8

Tabla de contenido

1. INTRODUCCION .................................................................................................... 14
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..................................................................... 16
3. OBJEJTIVOS .......................................................................................................... 17
3.1 Objetivo General .................................................................................................. 17
3.2 Objetivos Específicos ........................................................................................... 17
4. HIPOTESIS............................................................................................................. 18
5. MARCO TEORICO ................................................................................................. 19
5.1 Biotecnologias de la reproducción en animales domesticos ................................ 19
5.2

Refrigeración/Criopreservación de semen equino ........................................... 22

5.3 Fertilización: efectos de la refrigeración y utilización de diluyentes ..................... 24
5.4 Utilización de Equipure® ...................................................................................... 26
5.5 Diluyentes Kenney ® y BotuSpecial® .................................................................. 27
5.6 Patologías morfológicas ....................................................................................... 29
5.6 Tecnicas de evaluación de morfología del semen ............................................... 30
6. MATERIALES Y METODOS .................................................................................. 31
6.1 Unidad Experimental ............................................................................................ 31
6.2 Colecta, centrifugación y dilución de las muestras de semen .............................. 33
6.3 Análisis de calidad de las muestras de semen .................................................... 41
6.4 Análisis estadístico .............................................................................................. 46
7. RESULTADOS Y DISCUSION ............................................................................... 48
8. CONCLUSIONES ................................................................................................... 57
9. RECOMENDACIONES ........................................................................................... 58
1. REFERENCIAS ...................................................................................................... 58
9

LISTA DE TABLAS

TABLA 1. Datos de edad de los cinco sementales que serán utilizados en el estudio.
TABLA 2. Parámetros espermáticos analizados por el CASA con sus siglas respectivas.
TABLA 3. Motilidad total de las muestras obtenidas de cinco caballos criollo
colombianos bajo cuatro tratamientos diferentes.

TABLA 4. Estadística descriptiva para Linealidad 0 horas (transformado). Número (n),
Media (M), Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX)

TABLA 5. Estadística descriptiva para motilidad total 0 horasNúmero (n), Media (M),
Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX).

TABLA 6. Estadística descriptiva para motilidad total 24 horas. Número (n), Media (M),
Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX).

TABLA 7. Estadística descriptiva para velocidad 24 horas. Número (n), Media (M),
Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX).

10

LISTA DE FIGURAS

Figura1. Esquema de tratamientos utilizados para el análisis de diferentes
protocolos y productos en la viabilidad de la célula espermática.

11

LISTA DE ANEXOS
Anexo 1. Caballo #1 (C1) de la raza Criollo Colombiano. Edad: 45 meses.
Anexo 2. Caballo #2 (C2) de la raza Criollo Colombiano. Edad: 60 meses
Anexo 3. Caballo #3 (C3) de la raza Criollo Colombiano. Edad: 38 meses
Anexo 4. Caballo #4 (C4) de la raza Criollo Colombiano. Edad: 53 meses
Anexo 5. Caballo #5 (C5) de la raza Criollo Colombiano. Edad: 56 meses
Anexo 6. Colecta seminal con vagina artificial a semental.
Anexo 7. Coloide EQUIPURE®. Preparación de diluyentes: BOTUSPECIAL®,
KENNEY®. Por un sobre de diluyente se agregan 96mL de agua estéril destilada.
Anexo 8. Coloide EQUIPURE® 5 mL + Semen 5 mL centrifugación por 20 minutos a
1200 rpm.
Anexo 9. Coloide EQUIPURE® 5 mL + Semen 5 mL centrifugación por 20 minutos a
1200 rpm.
Anexo 10. Bolsas WHIRLPACK marcadas correspondientes a los tubos Falcon, listas
para ser empacadas para refrigerar las muestras.
Anexo 11. Muestras A-B-C-D previamente empacadas aislando el frio directo de las
muestras listas para ser refrigeradas
Anexo 12. Muetsras A-B-C-D listas para analizar en hora 0. Tubos ependorf marcados
igual a la muestra de la bolsa Whirlpack, para evitar analizar la muestra equivocada.
Anexo 13. Platina térmica a 37 C para evitar shock térmico, lejas marcadas con el
número de caballo y letras de cada muestra, para la lectura del CASA listas para
analizar.
12

Anexo 14. CASA listo para analizar las muestras.
Anexo 15. Analizando las muestras en el CASA, evaluando parámetros
Anexo 16. CASA listo para evaluando las muestras.
Anexo 17. CASA. Muestras analizadas en hora 0. ( caballo 5 muestra D)
Anexo 18. CASA. Muestras analizadas en hora 24.
Anexo.19 LISTA DE MATERIALES
-5 caballos machos
-1 yegua en celo
-2 cabezales

-25 tubos falcon de
centrifugación de 50 mL
-Sharpie
-Semen (5 mL de semen por
tubo)

-2 lazos para manejar a los
animales

-EQUIPURE®

-Gazas
-Ringer lactato
-1 vagina artificial
-1 rollo de liner
-5 filtros de semen equino
-Tijeras
-Bolsas colectoras de semen
-Copo colector
-1 jarra de agua
-1 resistencia

-Punteros
-Papel toalla ( 1 paquete)

-2 sueltas

-1 venda

-Micropipeta

-20 vasos de icopor con tapas
de plástico
-5 cajas de icopor

-KENNEY®

-Hielos

-BOTUSPECIAL®
-Agua esteril destilada
-1 centrifuga

-Termómetro
-40Tubos ependorf
-10Lejas

-1 baño de maria
-Jeringas ( 5-10-50 mL)
-Agujas ( calibre18)
-20 Bolsas Whirlpack®
-2 Bolsa Pur®

-Guantes de nitrilo
-Cinta de enmascarar
-Extensión con multitoma
-1 mesa
-1 silla

-1 microscopio
-Laminas

-Alcohol
-Platina termiica

-Laminillas

-CASA®
13

1. INTRODUCCION

La manipulación y refrigeración permiten extender la disponibilidad y fertilización del
semen de animales domésticos como el caballo; no obstante, el potencial de
fertilización del semen se ve comprometido como consecuencia de la alteración en la
estructura y fisiología de la célula espermática. La causa de estas alteraciones debe
ser evaluada desde una perspectiva multifactorial en donde las características innatas
del semen y las condiciones de manipulación interactúan de manera constante y
variable de acuerdo a la raza, técnicas y productos comerciales utilizadas en el
protocolo de refrigeración.
Por consiguiente, razas de alto valor genético se podrán beneficiar de tecnologías
modernas si el mecanismo del daño y preservación son descritas correctamente. Por lo
anterior la raza de caballo Criollo Colombiano siendo patrimonio nacional en Colombia
será parte del presente proyecto para la evaluación reproductiva del semen obtenido de
sementales después de realizar la manipulación y diferentes protocolos de
refrigeración, los cuales podrán ser aplicados para el mejoramiento y preservación de
dicha raza.
El caballo criollo se originó del cruce entre caballos Berberiscos, árabes y Andaluces.
En la actualidad se cuenta con caballos criollos propios de Argentina, Chile, Brasil,
Venezuela, Uruguay, Perú y Colombia. La importancia del caballo criollo y la razón por
la cual es merecedor de ser conservado es debido a su gran adaptación al medio
tropical, su importancia económica y desempeño deportivo, es por lo anterior que el
caballo criollo colombiano es considerado como patrimonio nacional de Colombia. La
inseminación artificial con semen refrigerado es una biotecnología que tiene un impacto
directo en el proceso de mejoramiento y selección de animales considerados
genéticamente superiores en el caballo Criollo Colombiano. (Benito, D., et al 2003,
Morrell, JM. 2009).
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A pesar de su importancia y gran valor genético, la investigación en temas de
reproducción en la raza Criollo Colombiano es muy reducida. (Loomis, PR. 2006). El
uso de la biotecnología de la reproducción implica no solo la selección de ejemplares
de gran valor, un buen procedimiento de colecta y almacenamiento del semen, además
de buenas prácticas de inseminación artificial; dentro de este proceso es de gran
importancia tener como uno de los objetivos principales la preservación de la fertilidad
del semen y disminuir en lo posible cualquier daño celular que disminuya la capacidad
de fertilización del espermatozoide (Allen, W.R. 2005).

Así mismo el uso de semen refrigerado para protocolos de inseminación artificial
permite la utilización de semen de sementales evitando enfermedades de transmisión
sexual, el transporte de animales y la facilidad de adquisición del material genético
como algunas de sus ventajas, sin embargo este método tiene como limitante el tiempo
para su utilización, ya que a medida que ocurre la curva de refrigeración la calidad
espermática va disminuyendo, y experimentando procesos como generación de
radicales libres del oxígeno (ROS) y peroxidación lipídica, fenómenos que limitan la
viabilidad del semen. (Benito, D., et al 2003; Aurich, C. 2008).

Algunos diluyentes comerciales se destacan por su amplio uso para la refrigeración y la
criopreservación del semen equino, así como por las múltiples investigaciones
realizadas para determinar su efectividad, como es el caso de los denominados INRA
82 e INRA 96, formulados con componentes como sales de Hanks, también glucosa,
lactosa, rafinosa, fosfocaseína, citrato sódico, citrato potásico y leche desnatada, y
suplementados comúnmente para congelación con yema de huevo y glicerol (FayrerHosken, Abreu Barbosa, Heusner & Jones, 2008; Janett, Sacher, Hassiq & Thun,
2012.).
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Debido a estas razones es importante la utilización de medios diluyentes con diferentes
gradientes comúnmente conocidos como colchones, los cuales realizan una selección
específica espermática para incrementar las tasas de sobrevivencia y viabilidad en las
muestras de semen refrigerado, permitiendo un incremento en las tasas de fertilidad.
El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del diluyente Equipure® sobre la calidad
post-refrigeración de semen de caballos de la raza Criollo Colombiano.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mejoramiento genético de la raza Criollo Colombiano deberá ser abordado desde
una la implementación de programas de selección y mejoramiento y se logrará por
medio de la utilización de biotecnologías de la reproducción. Por estas razones los
diluyentes para ser adicionados al semen colectado de caballos reproductores con
características exclusivas, se presentan como una opción para contrarrestar la
reducción en la fecundación post-refrigeración en el semen. A pesar de que existen
diferentes tipos de diluyentes, el efecto de los diluyentes Kenney® y BotuSpecial® en el
semen de sementales raza Criollo Colombiano es desconocido y así mismo su
potencial para reducir los efectos de manipulación al semen. El Caballo Criollo
Colombiano es un patrimonio nacional no solo por su majestuosidad sino por si
importancia económica, social y zootécnica. Adicional el efecto como posible alternativa
para potencializar las características de viabilidad de las células espermáticas
utilizando un coloide al momento de la centrifugación es igualmente desconocido en
esta raza.
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Existe una brecha investigativa acerca del uso de biotecnologías de la reproducción en
la raza Criollo Colombiano, así mismo el posible efecto de los diluyentes sobre el
semen de sementales de esta raza. La importancia de conocer los efectos de los
diluyentes que se utilizaran en la presente investigación podrá enriquecer no solo el
conocimiento en el tema sino además podrían ser una oportunidad para asegurar al
mejoramiento genético de la raza criollo colombiano, contribuyendo así a su
persistencia y representación del país. Así mismo la utilización de nuevas técnicas de
medición de la calidad del semen equino ha permitido el análisis de sementales de la
raza Criollo Colombiano para la medición de parámetros de calidad espermática
comparándolo con técnicas convencionales de microscopía. Adicional es necesario
conocer la eficacia de la técnica de centrifugación y el posterior efecto de los diluyentes
comerciales con potencial para la conservación del semen.

3. OBJEJTIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la centrifugación con coloide Equipure®, el protocolo de
refrigeración, comparando el efecto de dos diluyentes sobre la calidad espermática
post-refrigeración en semen de caballos de la raza Criollo Colombiano.
3.2 Objetivos Específicos


Determinar los parámetros espermáticos para la raza

Criollo Colombiano

a través del análisis computacional en el sistema CASA®.


Analizar el efecto de la centrifugación con coloide Equipure® sobre la
viabilidad espermática utilizando un protocolo de refrigeración.
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Analizar la viabilidad espermática utilizando un protocolo de refrigeración
utilizando el medio diluyente BotuSpecial®.



Analizar la viabilidad espermática utilizando un protocolo de refrigeración
utilizando el medio diluyente Kenney®.

4. HIPOTESIS

La calidad espermática variara significativamente al llevar a cabo la centrifugación con
coloide Equipure® y un protocolo de refrigeración con dos productos comerciales
diferentes para la dilución del semen en caballo Criollo Colombiano.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Biotecnologías de la reproducción en animales domésticos

La importancia y el conocimiento acerca de la información genética de los
animales han permitido que la adaptación y características fenotípicas puedan
ser mejoradas y mantenidas en el tiempo. La manipulación genética de los
animales no solo implica la alteración del material genético directamente
(Sudderth, AK., et al 2010). La biotecnología ha permitido que la inseminación
artificial sea una forma de modificación genética ya que se ha escogido y
preservado previamente el semen del semental con las características
genotípicas deseadas, lo cual al final permitirá el nacimiento de un potro con
fenotipo, habilidades deportivas y carácter escogidos por el criador (Loomis, P.
R. 2006).
La domesticación de los animales empezó como un suceso aleatorio en donde
los animales con unas características deseadas eran mantenidos dentro del
grupo para su posterior reproducción. De esta forma el humano empezó a
manipular la genética animal por medio de un proceso netamente empírico.
Después de que el avance tecnológico y científico permitió conocer la
información genética y el rol de los genes presentes en el ADN de los animales;
las técnicas de reproducción fueron avanzando hasta poder almacenar el semen
u ovulo por un periodo de tiempo y así conservar material genético valioso para
la raza o especie (Aurich, C. 2008; Loomis, P.R., et al 2008).
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La práctica de la inseminación artificial se presenta entonces como la más
importante de las biotecnologías de la reproducción y fue posible por varios
factores incluyendo los avances en el manejo del macho y la posterior colecta,
evaluación y preservación del semen. De esta misma manera el manejo de la
hembra también permitió una correcta detección y control tanto del ciclo estral
como del estro. Existe un amplio campo investigativo dentro de las
biotecnologías de la reproducción y es de suma importancia seguir entiendo y
encontrando alternativas que permitan que la inseminación artificial sea
enriquecida por procesos impecables de colecta, evaluación y manejo del semen
obtenido de animales con alto valor genético. (Morrell, J.M. 2009).
Durante el siglo IXX el profesor Ivanow fue el primero en practicar la
inseminación artificial en perros, zorros, conejos, aves de corral y caballos.
Desde las primeras experiencias del profesor Ivanow se desarrollaron los
primeros diluyentes para semen y los primeros modelos de la vagina artificial
para la colecta de machos, entre otros. Seguido de este periodo de invenciones
las investigaciones y avances de esta técnica llegaron a países como Japón y
Dinamarca; donde el almacenamiento del semen se realizó en pitillos lo que en
la actualidad es conocido como “pajillas”. Los pioneros de la reproducción animal
también realizaron importantes investigaciones acerca de la tinción para poder
observar la morfología espermatozoides bajo el microscopio, así como la
importancia de la fertilidad para que los procesos de intervención humana en la
reproducción animal fueran exitosos. (Foote R. H, 2002, Loomis, PR. 2006).
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Como consecuencia de todo lo anterior el buen manejo de los animales
reproductores, la condición de salud y el posterior manejo de su material
genético son temas de gran importancia investigativa y que han sido evaluados
en animales domésticos incluyendo el caballo. Sin embargo, la biotecnología de
la reproducción en caballos raza Criollo Colombiano se limita a estudios en
donde se comparan parámetros de calidad de semen post-congelación, sin
embargo, no se conoce realmente el efecto de otras alternativas de diluyentes ni
de la técnica de refrigeración en semen de individuos raza criollo colombiano
(Restrepo., et al 2013).
Es de gran importancia la correcta manipulación del semen al momento de ser
colectado y evaluado en el laboratorio. La colecta de semen equino es realizada
por medio de la utilización de un aparato que asemeje la vagina de la hembra y
que permita al macho eyacular de forma natural dentro de la misma. Para la
colecta de semen se podrá utilizar una hembra en estro que permita la
estimulación del macho. Al momento de utilizar la vagina artificial se deberá
tener en cuenta que todos los sementales tienen preferencias distintas y que la
temperatura y presión de la vagina variaran de acuerdo al macho. Una vez el
macho intenta montar el pene es desviado para lograr introducirlo en la vagina
artificial. (Ball, BA. 2008).
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5.2 Refrigeración/Criopreservación de semen equino

Con el objetivo de preservar la muestra por un período de tiempo mayor,
alrededor de 24-48 horas, se puede refrigerar el semen diluido, manteniéndolo a
5º C. La muestra diluida debe tener una concentración de 50 millones de
espermatozoides por mililitro.

Este proceso reduce la actividad metabólica,

retardando los cambios que llevan al envejecimiento de los espermatozoides
(“ageing”).

El

transporte

de

semen

refrigerado

se

ha

simplificado

significativamente gracias al desarrollo de un conteiner o termo que mantiene la
temperatura entre 4-5º C durante 2 días. Los pasos a seguir para refrigerar una
muestra de semen son los siguientes:

Recolección del eyaculado, filtración

para eliminar la porción gelatinosa, evaluación macroscópica del eyaculado
(Volumen), evaluación microscópica del eyaculado (en especial de la movilidad
progresiva), recuento en cámara, dilución del semen con el diluyente, evaluación
microscópica de la movilidad pos dilución, envasado y refrigeración. (Blanchard,
TL., et al 2012).
Es por lo anterior que se han buscado alternativas en cuanto al tipo de
diluyentes de bajo peso molecular que tienen la capacidad para penetrar las
membranas de las células espermáticas (Morrell, J.M. 2009). De igual manera se
han adicionado sustancias proteicas que actúan como diluyentes extracelulares
como: yema de huevo, albumina sérica bovina, suero equino, proteína de soya y
leche descremada ultra-pasteurizada, entre otros. Así mismo es imprescindible
ajustar el pH, osmolaridad e inhibir el crecimiento bacteriano (Mari, G., et al
2010).
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La inseminación artificial evita el contacto entre los animales y así mismo la
probabilidad de transmisión de enfermedades, no obstante, es de gran
importancia tener en cuenta que el semen utilizado para inseminación artificial
también puede ser fuente de enfermedades de importancia en equinos (Nie, GJ.,
et al 2003). A pesar de que la criopreservación se presenta como una técnica de
alta utilización y potencial, es importante resaltar la importancia acerca de los
posibles daños que la criopreservación puede causar en las células
espermáticas y como un buen protocolo y diluyente puede evitar alteraciones
irreversibles (Stoll, A., et al 2008).
La membrana plasmática es afectada por la criopreservación, incluyendo
porciones de la cabeza, el acrosoma y la cola de la célula. Adicionalmente se ha
descrito un cambio en la permeabilidad de la célula espermática después del
cambio de temperatura post-congelación debido a la necesidad de la célula por
restablecer el equilibrio osmótico (Ball, BA. 2008).
De igual forma la congelación conlleva a grandes alteraciones en la temperatura
y en el volumen de agua causando estrés mecánico en la membrana celular.
Como consecuencia de esta alteración la célula presentara ausencia o
anormalidades en su acrosoma, conllevando por último a la disminución en la
fertilidad y por consiguiente a una inseminación artificial no exitosa (Brinsko,
S.P., et al 2000). La velocidad con la que se lleva el semen a 0° puede causar
shock de frío, el cual explica la aparición de espermatozoides irreversiblemente
deprimidos debido a la pérdida de cationes y enzimas, lo cual podrá ser
evidenciado por la reducción en la motilidad y actividad metabólica de la célula.
El choque de frío también es responsable de alteraciones en la permeabilidad
selectiva al calcio y como consecuencia este ion se encontrará en exceso a nivel
intracelular, resultando en una reducción de la motilidad y posible necrosis
(Morris, L., et al 2002; Morrell, JM., et al 2009.).
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Es importante que el pene deberá ser solo guiado hacia la vagina y no agarrado
ya que esto puede conllevar a que el macho pierda la erección. Existen
diferentes tipos de vagina artificial, sin embargo, la estructura básica de esta
incluye una cámara interna la cual puede contener agua o aire para lograr la
temperatura y presión adecuada, la cámara es de material de caucho y el
soporte usualmente de cuero, aluminio o plástico. Dentro de la vagina artificial se
encontrará el recipiente de plástico que podrá o no tener filtro para separar el
líquido seminal de la porción más concentrada. (Morris, L., et al 2002; Morrell,
JM., et al 2009.).
Los animales se acostumbrarán al horario y persona que realice la colecta, es
por esto que será importante que la rutina para la colecta sea lo más constante
posible y así evitar la generación de estrés en los animales. Así mismo la
manipulación del semen después de la colecta es de gran importancia ya que el
objetivo será disminuir en su mayoría la disminución en la fertilidad del semen.
Una vez finalizada a colecta el semen deberá mantenerse a una temperatura
corporal hasta ser llevado al laboratorio para su posterior evaluación y/o
refrigeración o congelación. (Mari, G., et al 2010).

5.3 Fertilización: efectos de la refrigeración y utilización de diluyentes

El proceso de fertilización inicia cuando los espermatozoides llegan al sitio de
fertilización dentro de las trompas o tubos (infundibulum), al llegar se adhieren a
las células epiteliales del oviducto, y es allí donde inicia el proceso de
capacitación e hiperactivación espermática. Seguido de esto se unen a la zona
pelucida del oocito iniciando la reacción acrosómica para después penetrar la
zona pelucida y finalmente se fusiona y penetra el olemma. (Mari, G., et al 2010).
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Es importante resaltar que las características celulares de cada especie también
juegan un papel en la susceptibilidad de la célula con respecto a alteraciones a
nivel de la membrana como consecuencia de los cambios en la temperatura y
reorganización de iones (Ecot, P., et al 2005). La membrana celular está
compuesta por cinco segmentos específicos y con características únicas: el
acrosoma, el segmento ecuatorial, el segmento basal, la región media y la cola.
Cuando el espermatozoide se está preparando para la fertilización ocurren
cambios en la composición molecular en cuanto a la integración de lípidos,
saturación de ácidos grasos y en equinos machos se ha descrito la posibilidad
de una reducción en la relación colesterol/fosfolípido (Edmond, AJ., et al 2008,
Waite, JA., et al 2008).
Es importante recordar que el contenido de colesterol no solo difiere entre
especies, sino también entre individuos de la misma raza. El colesterol no solo
está relacionado con la velocidad de capacitación, sino también con la utilidad de
los eyaculados especialmente al ser refrigerados. Por otro lado, se ha descrito la
importancia de los radicales de oxígeno en la capacidad de hiperactivación,
capacitación, reacción acrosómica y unión a la zona pelucida. La liberación del
amino ácido oxidasa aromática generado por los espermatozoides muertos se
ha reportado como una fuente importante de radicales libres, reduciendo la
motilidad y viabilidad de los espermatozoides vivos (Brum, AM., et al 2008,
Sudderth, AK., et al 2010).
Para que el proceso de refrigeración cause la menor cantidad de efectos dañinos
a la célula es importante llevar a cabo un protocolo adecuado de adición del
diluyente, una selección del diluyente más adecuado para así contrarrestar los
efectos adversos. Por otro lado, es importante el buen protocolo de adición de
diluyentes, posterior centrifugación y refrigeración al menos por 24 horas.
(Brinsko, SP., et al 2000).
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Por último, el diluyente con el cual se está procesando el semen también puede
tener efectos sobre la membrana espermática. La mayoría de los diluyentes
están constituidos por yema de huevo o leche, estos son adecuados para el
almacenamiento de semen hasta por 48 horas. Sin embargo, al ser compuestos
con moléculas biológicas que pueden diferir de un lote a otro, es importante
elegir el diluyente adecuado (Thomas, AD., et al 2006). Es por lo anterior que se
han desarrollado alternativas de diluyentes que logren contrarrestar estos
posibles efectos negativos. A pesar de lo anterior, el diluyente tiene varios
efectos positivos sobre las células espermáticas, permitiendo el primer lugar
controlar el pH, la osmolaridad, producción de energía y capacidad antioxidante
(Varner, DD., et al 2008).

5.4 Utilización de Equipure®

En los últimos años se ha implementado la utilización de una amplia variedad de
tecnologías para mejorar las tasas de preñez en las yeguas. Un protocolo
bastante reciente implica el uso de una centrifugación en gradiente de coloide
revestido que permite la separación de los espermatozoides normales de
aquellos que presentan alguna anormalidad morfológica. Con sementales cuyos
parámetros seminales no son óptimos, la implementación de la separación es
deseable para eliminar el esperma anormal en la dosis de inseminación. El
proceso para la preparación de la centrifugación es costoso desde el punto de
vista de tiempo, pero el resultado es una dosis de inseminación más viable.
(Miles, JL, 2013)
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El procedimiento de centrifugación de semen equino con EquiPure® mejora
considerablemente la calidad seminal de los sementales, las características de
los espermatozoides, motilidad total, motilidad progresiva y morfología fueron
mejorados con este procedimiento. El aumento en el porcentaje de
espermatozoides morfológicamente normales después EquiPure® centrifugación
se debió principalmente a la reducción de los porcentajes de piezas intermedias
anormales (irregulares o dobladas) y las colas dobladas (Dickson, D., et al,
2008).

5.5 Diluyentes Kenney ® y BotuSpecial®

Dentro de las prácticas de Criopreservación la selección y utilización de los
diluyentes para adicionar al semen después de la centrifugación contribuye a
mantener las condiciones y calidad optimas del semen. Existen diferentes
composiciones que permiten asegurar que los nutrientes, tampones de pH y
demás estabilizadores metabólicos sean proporcionados a la célula espermática.
Los diluyentes basados en productos lácteos o derivados son utilizados de
manera rutinaria para el almacenamiento de semen bajo un protocolo de
refrigeración entre 4-8 grados C. de esta forma se han propuesto diferentes
composiciones para la dilución y posterior transporte del semen. Existen
diferentes técnicas que han permitido evaluar por separado el efecto de los
componentes de la leche en la supervivencia de los espermatozoides (Sukho P,
et al 2013).
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Fue por medio de técnicas de micro-filtración, ultrafiltración y otras, que se ha
podido conocer por separado compuestos con características protectoras tales
como Fosfocaseinato nativo (NPPC por sus siglas en ingles). A partir de este
compuesto encontrado se desarrollo el diluyente INRA96 (Kenney®). Existen
diferentes modificaciones de este mismo diluyente. La conservación ce la
viabilidad y características optimas de las células espermáticas depende en su
gran mayoría del diluyente que se adicione posterior a la centrifugación de la
muestra del semen. En el presente trabajo la utilización de un coloide para la
centrifugación de las muestras de semen, permitirá determinar la influencia del
posterior diluyente sobre la viabilidad de las células espermáticas. Se ha
reportado que la adición del diluyente Kenney® seguido de la centrifugación
permite mantener la calidad espermática durante 24 horas a temperatura
ambiente y en refrigeración por hasta 48 horas. Es de gran importancia
determinar el tiempo en el que las características de viabilidad en las células
espermáticas disminuyen y posteriormente desaparece (Morrell, J.M, et al 2010).
Se ha evaluado el efecto el diluyente Kenney® en semen equino bajo protocolos
de congelación. Es por lo anterior que es de gran importancia conocer los
efectos de este diluyente utilizado posterior a la centrifugación con un coloide y
comparado con un producto comercial de diferente composición y disponible
recientemente en el mercado (BotuSpecial®) (Morrell, J.M, et al 2010).
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5.6 Patologías morfológicas

El espermatozoide de los mamíferos consta de 5 regiones; cabeza, cuello, pieza
intermedia, pieza principal y pieza terminal. Tienen un núcleo condensado, una
membrana plasmática sensible a cambios térmicos y osmóticos y las
mitocondrias (Barroso, G, 2006). La cabeza del espermatozoide está formada
por un núcleo, el acrosoma, estructuras del citoesqueleto y una pequeña
cantidad de citoplasma. El cuello es la unión de la cabeza o pieza intermedia,
está formado por capitulum, mitocondrias, centriolo proximal, columnas
laminadas que ayudan a la flexibilidad y movimiento. El flagelo ayuda al
movimiento y está formado por: pieza intermedia, pieza principal y pieza
terminal, todos estos están formados por el axonema que es la estructura que
hace el movimiento. El axonema está formado por micro túbulos. (Macias, B,
2010).
El semen equino presenta ciertas características morfológicas propias de la
especie tales como: cabeza asimétrica, posición abaxial de la cola, un acrosoma
de poco volumen y la presencia de microtúbulos en su cuello. Además, se ha
reportado que el porcentaje de espermatozoides normales varía de 51% - 89%;
la

presencia

de

anormalidades

mayores

suman

un

9.5%

incluyendo

anormalidades de la cabeza 4.1%, cola doblada debajo de la cabeza 2.5% y
defectos del cuello 2.4%; y anormalidades menores comprometiendo el 10.7%
dentro de las cuales se encuentran colas dobladas 6.9%, pérdida de porciones
de la cabeza 1.4% y pérdida del acrosoma 2% (Kuisma et al, 2006).
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5.6 Técnicas de evaluación de morfología del semen

La evaluación y caracterización del semen permitió el desarrollo y evolución de
oportunidades de manipulación del material genético de diferentes especies
animales. Las técnicas modernas de microscopia se presentan como una opción
para el análisis de motilidad y morfología de las células espermáticas. No
obstante, las técnicas de análisis de morfología involucraban aun el componente
de subjetividad al momento de arrojar conclusiones. Es por lo anterior que
durante la década de los 80 se desarrollo el sistema computarizado asistido para
el análisis morfometrico de las células espermáticas (CASA o ASMA por sus
siglas en ingles). El sistema CASA permite reducir la subjetividad el momento de
realizar la evaluación de las muestras. Existen sin embargo algunas otras
técnicas para el análisis como: microscopia de luz, microscopia de contraste de
fase y microscopia de fluorescencia (Benson, C. a. 2004; Aitken, R. J. 1999).
Sin importar la técnica que se vaya a utilizar para el análisis de las muestras es
de gran importancia tener en cuenta algunos factores intrínseco y extrínseco de
la muestra, los cuales podrán influenciar de manera positiva o negatica la
muestra que será analizada. Dentro de los factores intrínsecos se encuentran
algunos como factores genéticos, edad y madurez sexual, igual que la raza del
individuo. Por otro lado los factores extrínsecos serán aquellos que pueden
influenciar y/o alterar al donante o a la muestra, en donde se incluye la técnica
de obtención y la manipulación de la misma. El sistema convencional CASA
consta de 3 pasos principales. En primer lugar se deberá preparar la muestra por
medio de la dilución, el lavado y la posterior fijación y tinción. Seguido, se
obtendrán las imágenes utilizando un microscopio convencional en un campo de
luz. Por último la imagen será procesada y analizada con el software específico
utilizado en la técnica CASA y por último se pasara a realizar el análisis
estadístico de estos resultados (LeFrapper et al, 2010; Loomis, P. R., & Squires,
E. L. 2005)
30

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Unidad Experimental

Los animales que fueron utilizados en el estudio se encuentran en NemocónCundinamarca (Criadero Potrillos). A una altitud aproximada de 2600 m s. n. m a
45 Km de la capital Bogotá DC. La temperatura varía entre los 11ºC-20ºC y
posee una humedad relativa que varía entre el 60-80%. (IGAC, 2016) Cinco
caballos de la raza Criollo Colombiano, de condición corporal de 3 de 5 puntos
fueron colectados para el análisis de las muestras de semen. La alimentación de
los animales que fueron utilizados en el estudio se basa en heno, forraje,
minerales y concentrado. La edad de los cinco sementales al inicio del estudio
se presenta en la Tabla1. Por último, Todos los sementales se encuentran
clínicamente sanos.

Tabla1. Datos de edad de los cinco sementales que fueron utilizados en el
estudio.
Identificación del Animal

Edad en meses

Caballo 1 (C1)

45

Caballo 2 (C2)

60

Caballo 3 (C3)

38

Caballo 4 (C4)

53

Caballo 5 (C5)

56
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Anexo 1. Ejemplares utilizados para la colecta de semen. Caballos #1, #2, #3,
#4, #5 (C1, C2, C3, C4, C5) de la raza Criollo Colombiano.

(VELEZ, 2016)
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6.2 Colecta, centrifugación y dilución de las muestras de semen

Los cinco animales utilizados para el estudio fueron colectados en el criadero, el
mismo día durante las horas de la mañana. Para la colecta se utilizó una yegua
en celo para la estimulación del macho. La preparación de la vagina artificial se
realizó previo a la colecta de cada semental, de igual forma la temperatura y
presión se modificaron según el reporte de las preferencias de cada individuo.
En el momento en el que el macho fue llevado a la hembra y finalmente intenta
la monta, el pene fue cuidadosamente desviado hacia la vagina artificial y se
esperó hasta que el animal eyaculó. Una vez colectado el semen fue preparado
para su transporte y posterior análisis en el laboratorio.
Anexo

6.

Colecta

seminal

con

(VELEZ, 2016)
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vagina

artificial

a

semental.

Anexo 7. Coloide EQUIPURE®. Preparación de diluyentes: BOTUSPECIAL®,
KENNEY®. Por un sobre de diluyente se agregan 96mL de agua estéril destilada.

(VELEZ, 2016)

El semen fue refrigerado en cajas de poliestireno expandido y paquetes de frío
en su interior, las muestras se identificaron debidamente, intentando mantener
una temperatura de 4ºC hasta que las muestras fueron llevadas al laboratorio
donde se almacenaron en la nevera a 4ºC durante 24 horas. El semen de la
primera colecta fue enviado al Criadero Caballar Mancilla, en donde se realizó el
análisis CASA®. El primer grupo de dos muestras incluyó aquellas fueron
centrifugadas con un coloide EquiPure® durante 20 minutos a una velocidad de
1200rpm. Las muestras del segundo fueron centrifugadas y suspendidas por
separado en dos productos comerciales: BotuSpecial® y Kenney®. Una vez
terminado los procesos anteriormente descritos las tres muestras fueron
analizadas a la hora 0 y a las 24 horas post-refrigeración.
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Anexo 8. Coloide EQUIPURE® 5 mL + Semen 5 mL centrifugación por 20
minutos a 1200 rpm.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 9. Coloide EQUIPURE® 5 mL + Semen 5 mL centrifugación por 20
minutos a 1200 rpm.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 10. Bolsas WHIRLPACK marcadas correspondientes a los tubos
Falcon,

listas

para

ser

empacadas

para

refrigerar

las

muestras.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 11. Muestras A-B-C-D previamente empacadas aislando el frio
directo

de

las

muestras

listas

para

ser

refrigeradas.

(VELEZ, 2016)

Anexo 12. Muetsras A-B-C-D listas para analizar en hora 0. Tubos ependorf
marcados igual a la muestra de la bolsa Whirlpack, para evitar analizar la
muestra

equivocada.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 13. Platina térmica a 37 C para evitar shock térmico, lejas marcadas
con el número de caballo y letras de cada muestra, para la lectura del
CASA

listas

para

analizar.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 14. Tubos ependorf marcados con numero de caballo y letra de la
muestra, en baño de maria después de refigeración.

(VELEZ, 2016)

Figura1. Esquema de tratamientos utilizados para el análisis de diferentes
protocolos y productos en la viabilidad de la célula espermática.
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6.3 Análisis de calidad de las muestras de semen

El semen de cinco caballos de la raza Criollo Colombiano fue refrigerado
mediante un protocolo de refrigeración con el diluyente EquiPure®. La
evaluación de la movilidad del semen post-refrigeración se realizó mediante un
sistema de análisis computarizado de clase (CASA®), el cual permitió el análisis
de los parámetros mencionados en la tabla 2. Este sistema de análisis está
compuesto por un computador, una cámara, un microscopio el cual permitió
hacer observaciones con fluorescencia, y además posee una serie de filtros que
permiten

la

evaluación

de

los

parámetros

de

calidad

mencionados

anteriormente. Los parámetros mencionados anteriormente fueron también
evaluados en las muestras sin diluyente, obtenidas en la primera colecta de los
sementales.
Tabla 2. Parámetros espermáticos analizados por el CASA con sus siglas
respectivas.
SIGLAS
VCL
VSL
VAP
LIN
STR
INDIC- OSC
ALH
BCI

PARAMETROS
Velocidad curvilinea
Velocidad lineal
Velocidad media
Indice de linealidad
Indice rectitud
Indice oscilacion
Amplitud lateral
cabeza
Frecuencia batida
Progresividad
Velocidad
Motilidad total
velocidad &
progresividad
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Anexo 14. CASA listo para analizar las muestras.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 15. Analizando las muestras en el CASA, evaluando parámetros.

(VELEZ, 2016)
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Anexo

16.

CASA

listo

para

evaluando

las

muestras.

(VELEZ, 2016)
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Anexo 17. CASA. Muestras analizadas en hora 0. ( caballo 5 muestra D)

(VELEZ, 2016)
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Anexo 18. CASA. Muestras analizadas en hora 24.

(VELEZ, 2016)

6.4 Análisis estadístico

Los datos fueron tabulados en planillas de Excel® y luego de depurados, fueron
analizados por medio del paquete estadístico STATISTIX 10. Se realizó una
prueba de Shapiro-Wills para determinar la normalidad de la muestra. Para las
variables que no presentaron normalidad por la prueba de Shapiro-Wills se
utilizó la prueba de Anova de una vía, para variables no paramétricas; donde fue
necesario hacer la transformación logarítmica de la variable linealidad. El trabajo
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se realizó con base en un diseño de bloques completos al azar, donde se
bloqueó por cada semental para disminuir el grado de variabilidad, por la
marcada individualidad de los sementales. Se utilizó la prueba de Tukey para
comparar las medias de los tratamientos. De acuerdo a los resultados de todas
las variables analizadas, las que presentaron significancia estadística fueron:
MOTILIDAD TOTAL (0 y 24 horas) VELOCIDAD (24 horas) VELOCIDAD
PROGRESIVA (0 horas) LINEAL (0 horas). Para el análisis estadístico se utilizó
el siguiente modelo matemático que obedece a la formula presentada a
continuación.
Yij = U + αi + Tij+ Eij
Donde:
Yij= Respuesta del i-ésimo bloque por acción del j-ésimo tratamiento.
U = Media población
αi = Efecto del i-ésimo bloque.
Tij = Efecto del j-ésimo tratamiento.
Eij = Error asociado del i-ésimo bloque que recibió el j-ésimo tratamiento.

(VELEZ, 2016)
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los diluyentes están principalmente compuestos de leche o yema de huevo. La
composición reportada en 1975 por Kenney y colaboradores es la más popular aun en
estos tiempos. Los diluyentes compuestos por yema de huevo muestran efectos
positivos sobre la muestra de semen; sin embargo su proceso de producción es más
complejo; de forma general no se ha demostrado un aumento significativo en la calidad
o capacidad de fertilización del semen. Los diluyentes se han propuesto como una
alternativa para poder no solo aumentar el volumen de la muestra, sino además
permiten la separación de la célula espermática del plasma seminal. Es así como se
han analizado dos diluyentes después de la centrifugación con coloide. A pesar que
cada uno de los compuestos diluyentes utilizados en el presente estudio, han sido
evaluados en diferentes razas de caballos y bajo diferentes situaciones, los resultados
presentados a continuación podrán ser la pauta para la innovación en protocolos de
refrigeración y Criopreservación en el caballo criollo colombiano. Por último se
presentara la discusión de los resultados de acuerdo con estudios previos realizados
con cada uno de los componentes y como estos se han comportado en interacción con
un coloide (Equipure®). (Morrell,JM.,2009)
Los resultados de este estudio permitieron evidenciar cambios significativos
probablemente por la técnica utilizada de centrifugación con coloide. En otros estudios
comparativos se pueden encontrar resultados similares, por lo cual se puede resaltar
que la técnica utilizada mejora la célula espermática. Se debe tener en cuenta que es
fundamental

cumplir

con

los

valores

mínimos

requeridos

internacionalmente

(concentración de espermatozoides (25 × 10 6 / ml), y el porcentaje de plasma seminal
máximo del 20%) en una muestra seminal para que esta pueda utilizarse en un envió
refrigerado. Utilizando la centrifugación seminal podremos lograr este propósito, ya que
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el objetivo de esta es maximizar la tasa de recuperación de espermatozoides, evitando
posibles daños durante el proceso. (Dickson,2016).
Los resultados de este estudio permitieron evidenciar que existe una asociación entre
las células espermáticas y la centrifugación con coloides, ya que poseen propiedades
osmóticas que ayudan a la célula a no sufrir lesiones. Las tasas de recuperación
pueden llegar hasta 30% en aquellos sementales que presentan un alto porcentaje de
anormalidades morfológicas en las células espermáticas, tales como cabezas grandes,
pieza intermedia, colas dobladas, debido a que al ser sometido el eyaculado al proceso
de centrifugación o al procedimiento de re suspensión, aquellos espermatozoides
defectuosos serán eliminados. (Johannisson,2008)
En el presente estudio se muestran los resultados obtenidos en cinco caballos raza
criollo colombiano. Durante la obtención de las muestras, los caballos estuvieron libres
de cualquier situación que pudiera causar estrés; así mismo la muestra obtenida
presento color blanco lechoso, lo que indica que es una muestra que se encuentra
dentro de los parámetros normales. Las características morfológicas y cinéticas de la
célula espermática de los sementales de la raza involucrada en el estudio han sido
reportadas anteriormente y se presentan en la Tabla 2. El objetivo es resaltar los
efectos obtenidos en los tratamientos evaluados en este estudio. En un estudio
realizado por Camacho 2014, la motilidad total en semen fresco presentó un promedio
de 72±9,35% con una máxima de 85 y una mínima de 65%.La motilidad progresiva
obtuvo un valor de 64±9,61 con un valor máximo de 80% y un mínimo de 55%. Por
último se reportó un vigor de 3 en promedio y una morfología normal para semen con
un valor de 71,4±10, con una máxima de 78 y una mínima de 68%. (Camacho, 2014)
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Tabla 3. Motilidad total de las muestras obtenidas de cinco caballos criollo
colombianos bajo cuatro tratamientos diferentes
Caballo

Tratamiento A

Tratamiento B

Tratamiento C

Tratamiento D

C1

63.02

68.62

85.46

87.71

C2

31.79

64.85

48.69

59.39

C3

61.40

65.94

62.96

89.60

C4

40.83

43.89

68.15

72.46

C5

78.77

93.29

84.68

86.73

Dentro de los resultados obtenidos se presentan cinco tablas en las cuales se muestran
las conclusiones estadísticas, en donde es evidente la influencia de cada tratamiento
en cada una de las muestras evaluadas. Para iniciar con los parámetros espermáticos
los que más se resaltan son: la motilidad, linealidad y la velocidad de los
espermatozoides.

Solo

los

tratamientos

1

y

4

mostraron

unas

diferencias

estadísticamente significativas.

También fueron analizados los siguientes parámetros; (VCL) Velocidad curvilínea,
(VAP) Velocidad media, (LIN) Índice de linealidad, (STR) Índice rectitud, (INDIC- OSC)
Índice oscilación, (ALH) Amplitud lateral cabeza, (BCI) Frecuencia batida, y
Progresividad, pero estos no obtuvieron cambios significativos en el análisis estadístico
realizado.

Todas las tablas que serán presentadas a continuación tienen un 95% de confiabilidad.
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TABLA 4. Estadística descriptiva para Linealidad 0 horas (transformado). Número
(n), Media (M), Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX)
Tratamiento

N

M

1

20

2

D.E.

*

MÍNIMO

MÁXIMO

0.3820

b

40.23

57.14

20

0.3982

ab

45.31

58.16

3

20

0.4247

ab

36.96

48.97

4

20

0.4390

a

38.04

65.34

* Letras distintas indican diferencia significativa (p≤0.05)

Figura 1. Medidas de Linealidad 0 horas por tratamiento.

Los parámetros espermáticos evaluados, fueron superiores en aquellos tratamientos en
donde se utilizó centrifugación con coloides. La Motilidad en los tratamientos con
coloide mostraron un incremento significativo, ya que estos protegen las células
espermáticas, debido a que tienen la capacidad de seleccionar las células
espermáticas viables, evitar la generación de ROS, evitar peroxidación lipídica, evitar
estrés oxidativo, y preservar la integridad de la cromatina. Según estudios
comparativos, estos cambios mencionados anteriormente pueden darse posiblemente
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por el efecto positivo de la centrifugación con coloide en el eyaculado. La centrifugación
del semen equino a través de soluciones de partículas de sílica ha mostrado ser
efectiva ya que aísla los espermatozoides con un aumento en la motilidad, la
morfología y la calidad de la cromatina, y mejora la tasa de fertilidad de aquellos
sementales subfértiles seleccionados. Los gradientes de densidad son ventajosos
sobre otros métodos de separación de espermatozoides porque los cushions no
penetran en las membranas celulares, evitando la toxicidad potencial. Además, no
permite que haya un estrés espermático cuando se añade al medio diluyente.
(Dickson,2016).

Por otro lado el análisis de motilidad total a la hora 0 permitió concluir que solo el
tratamiento 1 y 4 muestran valores significativos y así mismo en el tratamiento 4 se
evidencia que el valor obtenido de motilidad total es el más significativo. Estos
resultados posiblemente pueden ser asociados a lo publicado en estudios anteriores
donde la centrifugación con un coloide aumenta significativamente la motilidad de las
células espermática, ya que los medios a base de partículas de silica evitan el daño de
las células, la peroxidación lipídica, el estrés oxidativo, ROS, y los daños
morfoestructurales que pueden ocurrirle a las células en el momento de la
centrifugación convencional y durante el proceso de la refrigeración. De igual manera
se ha reportado comparativamente valores altos de motilidad utilizando diluyente
BotuSpecial® en donde aún a las 24 horas, la muestra conserva valores de motilidad
altos, los cuales pueden estar asociados a las diferentes substancias que contiene el
BotuSpecial® y sus componentes de buffers o tampón, antioxidantes, antibióticos y
azucares que preservan las características espermáticas en relación al tiempo.
(Restrepo, 2013)
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TABLA 5. Estadística descriptiva para motilidad total 0 horas Número (n), Media
(M), Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX).
Tratamiento

n

media

D.E.

*

MÍNIMO

MÁXIMO

1

20

55.162

18.77

b

31.79

78.77

2

20

67.318

17.55

ab

43.89

93.27

3

20

69.988

15.50

ab

48.69

85.46

4

20

79.178

12.99

a

59.39

89.6

* Letras distintas indican diferencia significativa (p≤0.05)

Figura 2. Medidas de motilidad total 0 horas por tratamiento.

La motilidad se ve afectada con el paso del tiempo. Por esta razón la elección del
diluyente deberá permitir que dichos valores se mantengan en el tiempo o su
disminución sea conservando las características de motilidad. La tabla6 muestra una
gran diferencia entre los tratamientos que contenían el mismo diluyente pero en
ausencia del coloide al momento de la centrifugación. La literatura ha reportado valores
en promedio de hasta 73.4% de motilidad total a las 12 horas en refrigeración en
muestras que han sido diluidas con diluyente Kenney, sin embargo a las 24 horas las
muestras que fueron centrifugadas en ausencia del coloide y diluidas con diluyente
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Kenney en el presente estudio solo alcanzaron una media de 39.374%. es importante
resaltar que se debe considerar la raza y características espermáticas de la raza al
momento de llegar a conclusiones; sin embargo es de gran interés evidenciar el alto
porcentaje de motilidad en las muestras centrifugadas con el coloide Equipure y
diluidas con BotuSpecial® (Tabla4) esto posiblemente atribuido al uso y empleo de las
propiedades del coliode en las muestras seminales. (Waite, 2008)

TABLA 6. Estadística descriptiva para motilidad total 24 horas. Número (n), Media
(M), Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX).
tratamiento

n

media

D.E.

*

MÍNIMO

MÁXIMO

1

20

39.274

4.4585

c

26.33

71.24

2

20

59.296

4.4585

bc

44.3

83.69

3

20

50.200

4.4585

ab

24.56

65.8

4

20

71.558

4.9848

a

5.05

46.75

* Letras distintas indican diferencia significativa (p≤0.05)

Figura 3. Medidas de motilidad total 24 horas por tratamiento

Los resultados de este estudio permiten evidenciar resultados similares a estudios
comparativos realizados anteriormente, mostrando el cambio de las células
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espermáticas con relacional tiempo y a la temperatura. Los eyaculados sin ningún tipo
de centrifugación con coloide o con diluyente, se ven afectados en un menor tiempo, ya
que la viabilidad del espermatozoide a bajas temperaturas se ve afectada debido al
shock térmico que llevara a la muerte de las células. Los coloides son esenciales en la
viabilidad de las células espermáticas ya que crean un medio en donde pueden
sobrevivir a bajas temperaturas. En este estudio las muestras se refrigeraron durante
24 horas simulando un envió a nivel nacional, y así poder demostrar que la calidad de
la muestra enviada será mejor cuando se realiza la centrifugación con coloides. En
diferentes estudios realizados anteriormente se ha investigado los cambios en la
calidad espermática del semental (motilidad, vitalidad, integridad de la membrana e
integridad de la cromatina) que se producen durante la refrigeración para envió,
además de estudiar el efecto de la selección de espermatozoides por centrifugación de
una

sola

capa

coloidal.

Los

parámetros

de

calidad

espermática

fueron

significativamente mejores comparados con aquellas muestras no seleccionadas.
Todos los parámetros espermáticos se deterioraron con el almacenamiento en las
muestras no seleccionadas, la disminución fue más evidente en las primeras 24 h,
siendo la motilidad, la calidad espermática y la integridad de la cromatina los más
significativos. La centrifugación de una muestra a través de una sola capa de coloide es
una técnica útil para la selección de los mejores espermatozoides de un eyaculado y,
además de ello, la calidad espermática se mantiene durante el almacenamiento.
(Johannisson,2008)

TABLA 7. Estadística descriptiva para velocidad 24 horas. Número (n), Media (M),
Desviación estándar (D.E), Mínimo (MÍN) y Máximo (MÁX).
tratamiento

n

media

D.E.

*

MÍNIMO

MÁXIMO

1

20

5.002

2.24

b

2.76

8.78

2

20

10.440

6.39

ab

1.9

18.76

3

20

10.892

5.83

ab

2.55

18.86

4

20

12.812

6.98

a

2.92

18.47
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* Letras distintas indican diferencia significativa (p≤0.05)

Figura 4. Medidas velocidad 24 horas por tratamiento

Los resultados de este estudio permiten evidenciar que los espermatozoides
empleando el método CASA® son seleccionados debido a su velocidad y se clasifican
por colores; Rojo: espermatozoide inmóvil, Verde: espermatozoide lentos, Amarillo:
espermatozoide medio, Azul: espermatozoide rápido. En las imágenes capturadas en
diferentes campos al azar en el CASA®, se analizaron estos colores para ver el
movimiento y la velocidad de los espermatozoides, ayudándonos a determinar si las
células tienen un buen desempeño en su movimiento y velocidad. En este estudio se
analizaron 20 muestras en hora 0 y 20 muestras en hora 24, se observan las imágenes
de distintos campos y se analiza el color presente para demostrar que los coloides y los
diluyentes ayudan a mantener la velocidad de las células espermáticas. En estudios
comparativos la velocidad de los espermatozoides es un parámetro de gran
importancia al momento de utilizar la muestra para realizar una inseminación artificial.
Esta característica permitirá que los espermatozoides mantengan la habilidad de
alcanzar el ovulo dentro del tracto reproductivo de la hembra. Es por lo anterior que la
velocidad media mostro un valor significativamente alto en el tratamiento 4. Los demás
tratamientos

no

fueron

estadísticamente

significativos.

Estos

resultados

son

consistentes con lo reportado en artículos anteriores en donde la velocidad de la célula
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espermática en una muestra de semen diluida con BotuSpecial® mostró valores
significativamente altos al ser comparado con otras preparaciones de diluyentes. De
igual manera la tabla7 muestra los resultados para la velocidad progresiva a la hora
cero, este parámetro no fue evaluado a las 24 horas; sin embargo los resultados
presentados permiten concluir que la utilización de un coloide en este caso Equipure®
al momento de la centrifugación y posteriormente en la dilución de la muestra con
diluyente BotuSpecial® son significativamente superiores al momento de ser
comparado con muestras en donde no se emplearon coloides y fueron diluidas con
diluyente Kenney®. (Restrepo, 2013)

8. CONCLUSIONES

Los parámetros espermáticos permiten establecer la dinámica de una muestra de
semen y como estos se comportan a través del tiempo. De igual manera la utilización
de diferentes productos para la centrifugación al igual que la posterior dilución de las
muestras podrá presentarse como una oportunidad comercial en la industria de
reproducción animal. Después de la evaluación de cuatro tratamientos en donde la
interacción de un coloide Equipure con dos diluyentes comerciales fue evaluada con el
objetivo de determinar cuál de estos presenta los mejores parámetros espermáticos a
través del tiempo y así mismo como la interacción de estos entre si aumenta

o

disminuye parámetros cinéticos de la célula espermática. De acuerdo a los resultados
obtenidos de cinco sementales de la raza criollo colombiano, podemos concluir que el
tratamiento de centrifugación con coloide Equipure y la posterior dilución de la muestra
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con el producto comercial BotuSpecial® presenta los mejores porcentajes de motilidad
velocidad; proponiéndose así como la mejor opción al momento de manipular la
muestra para ser enviada y almacenadas para la inseminación de yeguas.

9. RECOMENDACIONES

El protocolo con centrifugación con Equipure® puede ser empleado en caballos
genéticamente superiores para mejorar las características espermáticas.
Entre más limpia sea la colecta y la tomas de muestras menos riesgo hay de tener
variaciones en los resultados.
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